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"Olitfoside d6riv6 d'un polyoside antig6nioue issu 
d'un atfent pathotfene" 

La preeente invention a pour objet un oligoside d6i*ive d'un polyoside 
antigenique issu d'un agent pathogene, son proc6d6 de preparation et son 
usage notamment a titre d 'agent vaccinal* 

Les bacteries ainsi que des champignons tels que des levures 
incorporent des polyosides dans leur structure de surface, Ainsi la grande 
majority des bacteries sont recouvertes d'un exsudat de nature polyosidique 
qui est fixe & la bacterie de manure plus ou moins forte mais qui n'est pas k 
proprement parler une enveloppe. Cet exsudat porte le nom de capsule ou de 
glycocalyx. D'autre part la membrane externe des bacteries gram-negatives est 
entre autre constitute de lipopolysaccharide (LPS). Enfin, des polysaccharides 
se retrouvent aussi dans la paroi des champignons. Ces polyosides sont en 
fait des antigenes de surface qui induisent une reponse immunologique chez 
un mammifere infecte. 

De tels polyosides sont constitute sur la base d 'unites r6p6titives, dans 
les quelle s les constituants et les liaisons sont d£finis et qui sont chacune 
caract6ristiques de l'esp&ce fongique ou bact£rienne consideree. Ces unites 
r£petitives contiennent les epitopes, les structures determinantes de 
1' antigenicity. A titre d'illuetration, on a reports dans la Figure 1, different s 
types d^nites repetitives provenant de polyosides capsulaires ou de 
lipopolysaccharides. Les unites repetitives contiennent souvent des fonctions 
tres labiles telles que par exemple des fonctions phosphates, pr6sentes dans le 
squelette de la molecule ou en position ramifiee ainsi que, par exemple des 
groupes 0-ac6tyles et pyruvates. 

Un polyoside est en fait constitu£ d'un ensemble de molecules polymer es 
contenant des unites osidiques en nombre pouvant varier d'une molecule k une 
autre. Par consequent, un polyoside ne peut etre dtcrit en terme de poids 
mol6culaire que par un poids mol6culaire moyen. Dans le cas d'un 
homopolyoside, les unites osidiques sont des monosaccharides. Dans le cas d'un 
heteropolyoside les unites osidiques forment un enchainement de constituants 
li6s entre eux de mani&re definie. 
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En ce qui concerne le poids moleculaire moyen d'un polyoside, il peut 
etre apprecie par filtration sur tfeL Le poids moleculaire est alors exprime en 
terme de constante d'elution (K») ou d'equivalent dextran (EqD) selon la 
methode decrite par Granath et al, J. Chrom. (1967) 28 : 69 que Von resume 
5 comme suit : 

Un polyoside en solution est analyse sur une colonne de gel de 
chromatographic d'exclusion-diffusion qui separe des elements en fonction de 
leur poids moleculaire. Ce type de gel est disponible dans le commerce, par 

10 exemple sous les noms commerciaux de Sephadex (Pharmacia), Bio-Gel (Bio-Rad), 
Fractogel (Toyo-Soda), Sepharose (Pharmacia), et Sephacryl (Pharmacia). La 
zone de fractionnement du gel doit etre bien evidemment adaptee a la gamme 
des poids moleculaires represents au sein de la population moleculaire a 
analyser. A titre d'exemple, on indique que les colonnes de gel de filtration 

15 Sepharose 2BCL, 4BCL et 6BCL ont une zone respective de fractionnement 

determines en equivalent dextran de 20.000.000 a 100.000 ; 5.000.000 a 20.000 et 
1.000.000 a 10.000. De maniere generale, on utilise comme eluant une solution 
saline, par exemple du chlorure de sodium 0,2 M. Une constante d'elution se 
calcule selon la formule suivante : 

20 Ve - Vo 

Vt - Vo dans laquelle 

Ve est le volume dilution de la preparation consid6ree ; Vt est le 
volume total de la colonne ; et Vo est le volume mort de la colonne. 

25 A titre d'exemple les Piifures 2a et 2b presentent les profils dilution 

respectifs des polyosides de Salmonella typhi et de Streptococcus pneumoniae 
type 1 sur une colonne de Sepharose 4BCL. Le polyoside de S. typhi est done 
compose de polymeres dont les poids moleculaires les plus eleves ne sont pas 
appreciables sur S6pharose 4BCL. De meme, le polyoside de S. pneumoniae type 

30 1 est essentiellement compose de polymeres dont les poids moleculaires varient 
d'un K. nul a 0,45. Par definition, la constante dilution moyenne du polyoside 
s'apprecie au point d'intersection des tangentes des pentes du profil dilution 
; soft de maniere approximative, au sommet du profil dilution. Ainsi, la 
constante dilution moyenne des polyosides presentes aux Fiifures 2a et 2b est 

35 respectivement zero et 0,04. 
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Sur la base d'une gamme-6talon 6tablie en utilisant du dextran, on peut 
convertir une constante dilution en poids moleculaire exprimS en EqD. A titre 
d'exemple, la Figure 3 preeente un module de gamme-etalon. 

5 

En raison de leur pouvoir antigenique, lea polyosides, antigenes de 
surface d 'agents pathogenies e.g. bacteriens ou fongiques sont de bonB 
candidate k titre d 'agent vaccinal. Des vaccins comprenant un extrait 
polyosidique se sont en effet reveles efficaces chez lea adultes. Toutefois tel 
10 n'est pas le cas chez les jeunea enfants. Afin de surmonter ce desagrement 
majeur, on a propose avec succes de lier lea polyosides de maniere covalente 
a des proteines, ce qui confere aux molecules ainsi obtenues un caractere T- 
dependant et augmente leur immunog6nicite. 

15 Parmi les vaccins a base de polyosides on compte a ce jour des vaccins 

contre les infections a Neisseria meningitidis groupe A, C, Y ou W 135 k 
Streptococcus pneumoniae, a Haemophilus influenzae type B et k Salmonella 
typhi. 

20 Bien que les polyosides antigeniques d 'agents pathogenes soient 

potentiellement interessants a titre d'immunogfenes, leur emploi se revfele 
delicat en raison de l'importance de leur poids moleculaire moyen qui peut 
atteindre plusieurs millions d'equivalent-dextran. En particulier, lorsque Von 
souhaite utiliser un polyoside sous forme de conjugug, c'est-a,-dire couple a 

25 une proteine, on se heurte k des problemes techniques difficiles k r£soudre. 
Au cours du processus de couplage, un gel ou un floculat peut Be former, 
rendant ainsi le conjugue difficile a steriliser par filtration. 

Afin de surmonter cet ecueil, on a deja propose de r6duire la taille des 
30 polyosides pour les rendre plus aisement manipulates. A cette fin, on a 
preconis6 diverses methodes de clivage. Ainsi il existe par exemple des 
methodes bien etablies telles que une fragmentation aux ultra-sons ou par 
hydrolyse en milieu acide, basique ou enzymatique. Toutefois, ces methodes de 
fragmentation sont loin d'etre satisfaisantes. En effet, elles conduisent trop 
35 souvent k la destruction totale ou partielle des epitopes caracteristiques par 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 93/07178 PCT/FR92/0095S 



perte de fonctions chimiques essentielles pour la specificite antitfenique. 

Ainsi, l'hydrolyse acide ou basique du polyoside capsulaire de S. typhi 
ou de N. meningitidis groupe A elimine lea ifroupements acetyles qui sont 
5 necessaires a la specificite antigenique du polyoside. De plus la reacetylation 
correcte des fragments obtenus par hydrolyse est tres difficile sinon 
impossible. 

D'autre part, avec la methode de fragmentation par hydrolyse, il n'est 
10 pas toujours possible d'obtenir des fragments de tattle relativement homojfene, 
alors que la pratique pharmaceutique requiert des produits homogenes, de 
qualite constante et standardises 

En ce qui concerne la fragmentation aux ultra-sons, on a par exemple 
15 montre que les groupements phosphates terminaux du polyoside d'S. influenzae 
type B sont perdue par traitement aux ultra-sons. Ceci peut laisser craindre 
que des ifroupements phosphates en position ramifies sur les chaines 
polyosidiques soient de mSme elimin§s au cours d'un tel traitement. 

20 En plus, bien que des fragments de tattle relativement homogene 

puissent Stre obtenus aux ultra-sons, l'obtention de fragments de tattle 
suffisamment faible par la methode aux ultra-sons necessite un temps de 
traitement tres Ion*, ce qui peut provoquer entre autres inconvenients, une 
deterioration rapide de l'apparettlage. Son efficacite etant limitee, Implication 

25 des ultra-sons a l'6chelle industrielle est a exclure. 

Finalement, l'utttisation de la depolymerisation enzymatique des 
polyosides se limite aux polyosides pour lesquels des enzymes appropriees 
sont connues. Cet inconvenient majeur est toutefois inherent au caractere 
30 hautement spScifique des enzymes vis & vis de leur substrat. 

Pour le domaine vaccinal un progres technique et economique important 
serait done de pouvoir disposer d'un precede de depolymerisation qui ne 
presente plus les divers inconvenients des precedes de l'etat de la technique. 
35 En d'autres termes, il faudrait notamment pouvoir disposer d'un 
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proc6de de depolymerisation de polyosides antigeniques qui presente un 
ensemble de propri6t6s avantageuses parce que : 

II permet d'obtenir des oligosides ayant un nombre d'unites 
5 osidiques reduit tout en conservant les determinants structurels 

essentiels d'au moins un Epitope du polyoside a fragmented 

II est possible de Tutiliser pour n'importe quelle structure 
polyosidique antigenique envisag6e. 

10 

II permet d'obtenir des fragments de taille suffisament 
homogene, et 

II est d'un faible cotit et d'une trha grande simplicity de 
1 5 mise en oeuvre. 

De maniere eurprenante, on a maintenant trouv6 que ces objectifs sont 
atteints par une r6action de depolymerisation par oxydo-rSduction. 

20 Jusqu'a present, une telle methode, souvent designee en langue 

anglaise sous le sigle ORD, a £te mise en oeuvre pour fragmenter des 
polyosides tels que l'heparine, Tacide hyaluronique, le dextran et l'ADN et cela 
a des fins totalement differentes de celles pour sui vies par la presente 
demande. II s'agissait par exemple de r£duire la viscosite des produits ou, 

25 dans le cas d'une molecule lineaire telle que l'heparine d'obtenir des 
fragments de taille reduite dont il 6tait connu qu'ils ont une activity 
anticoagulante diffex^ente. Bien entendu, comme les produits auxquels cette 
m£thode etait appliqu6e ne pr6sentaient pas d'interet immunogenique, Tetude 
de Tint6grit6 des unites repetitives des fragments obtenus n'etait pas 

30 abordee. 

D'autre part, il existe de nombreuses publications anterieuree telles 
que par exemple, K. Uchida, Carbohydrate Research, (1988) 173 : 89-99 ; H* 
Uchiyama, Journal of Biological Chemistry, (1990) 265 : 7753-7759 ; S.W. Green, 
35 The Carbohydrates Chemistry and Biochemistry IB ; Academic Press 
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(1980) : 1132 ; A. Herp, The Carbohydrates Chemistry and Biochemistry IB ; 
Academic Press (1980) : 1276 ; Kochetkov et al, Radiation Chemistry of 
Carbohydrates, Pergammon Press, Oxford, (1979) qui decrivent la reaction ORD 
comme destructrice soit des groupes phosphates, soit des cycles carbohydrates 
par clivage des liaisons carbone-carbone du cycle. 

L'impression d'ensemble qui s'est degagee de l'etat anterieur de la 
technique a fait que la reaction ORD est generalement reconnue comme 
destructive. 

Rien ne laissait done penser que l'ORD serait meilleure que par exemple 
la methode par hydrolyse ou par traitement aux ultra-sons en vue des buts 
recherches i.e., la conservation des epitopes. 

15 C'est pourquoi, avant la presente invention il n'avait jamais ete 

demontre qu'il etait possible d'obtenir des oligosides, dont la structure de 
l'unite repetitive caracteristique est conservee, par fragmentation oxydo- 
reductive des polyosides respectifs, afin de pouvoir les utiliser a titre d'agent 
actif dans des formulations permettant de renforcer les defenses immunitaires 

20 d'un individu. 

On a maintenant decouvert qu'il est possible de mettre en oeuvre la 
methode ORD pour obtenir des oligosides ayant conserve au moins un 
determinant antigenique du polyoside de depart. 



25 



30 



Par ailleurB, on a aussi constate que la methode de depolymerisation 
par oxydo-reduction appliquee a un polyoside antigenique permettait d'obtenir 
dans de bonnes conditions des fragments tout a fait satisfaisants du point de 
vue de l'homogeneite de la taille, malgre le fait qu'il est connu que la reaction 
ORD est une reaction radicalaire clivant le polyoside de maniere aleatoire. 



En consequence, l'invention propose un oligoside ayant conserve au 
moins un determinant antigenique d'un polyoside antig6nique issu d'un agent 
pathogeny caracterise en ce qu'il est prepar6 par un precede comprenant les 
35 etapes consistant a (i) soumettre ledit polyoside a une reaction de depolyme- 
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risation par oxydo-reduction, (ii) recolter l'oligoside ainsi obtenu et, si desire, 
(iii) le coupler a un partenaire de conjugaison ou a un porteur pour obtenir 
ledit oligoside sous la forme d'un conjuguS ou lie a un porteur. 

5 Par "oligoside", on entend un ensemble de mol6cules ; chaque molecule 

ayant un nombre r6duit d'unites osidiques, par rapport au polyoside de 
depart, et contenant par exemple de 4 & 500 unites osidiques. 

Le poids moleculaire moyen d'un oligoside est defini selon les regies 
10 explicitees ci-avant pour un polyoside. Generalement, un oligoside selon 
Pinvention peut avoir une constante dilution moyenne sur une colonne 
Sdpharose 4BCL de 0,3 a 0,9, en particulier de 0,4 a 0,8, par exemple de 0,6 a 
0,7. Autrement exprime, un tel oligoside a un poids moleculaire moyen de 
200.000 a 2.000 EqD, notamment de 150.000 h 10.000 EqD, en particulier de 
15 60.000 a 30.000 EqD. 

Selon un aspect prefere de la presente invention, le polyoside 
antigSnique est un antigfene de surface issu d'un agent pathogdne qui peut 
etre un champignon ainsi qu'une bact6rie Gram-negative ou Gram-positive, 
20 notamment du genre Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Salmonella, 
Escherichia, Neisseria, Shigella ou Haemophilus. 

L'agent pathog&ne bacterien est par exemple Streptococcus pneumoniae, 
Neisseria meningitidis, Salmonella typhi ou Haemophilus influenzae. 

25 

L'agent pathog&ne fongique peut etre une levure, plus particulierement 
selectionnee par mi les genres Candida, Cryptococcus, Hansenula, Lipomyces, 
RhinocladieUa et Rhbdotorula. 

3C Aux fins de la pr6sente invention, une reaction d'oxydo-r Eduction est 

mise en oeuvre en presence d'au moins un systeme oxydo-reducteur qui peut 
etre notamment s61ectionne parmi des thiols e.g., glutathion, cysteine ; 
l'oxyg6ne ; I'hydroquinone ; des ions de metaux k plusieurs valences, e.g., fer 
et cuivre ; Pacide ascorbique, le peroxyde d'hydrogfene ; ces deux dernier s 

35 etant pr6fer6s. 
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Les differents parametres experimental qui peuvent influencer la 
cinetique de la reaction (concentration des produits, pH, temperature, temps 
de reaction) peuvent etre facilement determinSs par l'homme du metier en 
fonction des caracteristiques du polyoside de depart, du systeme d'oxydo- 
5 reduction selectionne, et de la taille moyenne des fragments qu'il souhaite 

obtenir. Lorsque ces fragments sont destines notamment a des fins vaccinales, 
l'homme du metier prendra en particulier soin d'ajuster les differents 
parametres de maniere a obtenir des fragments d'une taffle moyenne 
convenable, c'est-a-dire conservant un bon pouvoir antigenique et 
10 eventuellement adaptes a la mise en oeuvre de conjugues ; par exemple, d'un 
ordre de grandeur tel que precedemment indique. D'une maniere generale, les 
conditions reactionnelles optimales peuvent etre determines lors de tests de 
routine. A titre dedication, on precise toutefois dans les exemples ci-apres 
des valeurs experimentales permettant d'obtenir de bons resultats. 



15 



Un polyoside destine a etre soumis a un precede selon l'invention peut 
Stre extrait et purifie selon des methodes connues, en particulier par 
precipitation a. l'alcool ou au bromure de cetyltrimethylammonium ou par 
filtration sur gel. Pour une revue de ces mSthodes, on se refere en particulier 
20 a R.I. Whistler, in Methods in Carbohydrate Chemistry, (1965) I : 3-62. 

Le polyoside est avantageusement prepare en solution aqueuse a une 
concentration de 5 mg/ml. On indique qu'une concentration avantageuse peut 
varier de 0,5 a 50 mg/ml, en particulier de 0,5 a 10 mg/ml. Une telle solution 
25 aqueuse est utilisable comme produit de depart. 

Un systeme oxydo-reducteur tel que defini ci-dessus est ajoute a la 
preparation polyosidique en une seule fois ou de facon continue ou 
discontinue dans un rapport ponderal final systeme oxydo-reducteur : 
30 polyoside pouvant varier notamment de 0,01 a 10, en particulier de 0,1 a 5, 
par exemple de 0,1 a 1. 

Un procede selon l'invention peut atre mis en oeuvre a un pH de 3 a 
8,5, en particulier de 3 a 6,5. De meme, la temperature du milieu reactionnel 
35 n'est pas critique ; elle peut notamment varier de 4 a 60 *C, en particulier de 
18 a 40* C. 
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Le temps necessaire pour parvenir k une fragmentation souhaitee du 
polyoside est gen6ralement de 30 min k 1 h sauf cas particulier ; par exemple, 
pour le polyoside Vi de S. typhi, le temps de reaction est sensiblement plus 
long. Le temps de reaction peut etre adapts en fonction de la taille des 
fragments que Ton souhaite obtenir. 

Selon un mode de realisation particulier, a une preparation aqueuse d'un 
polyoside ayant une concentration de 0,5 a 50 mg/ml, en particulier de 0,5 k 
10 mg/ml, on ajoute de Pacide ascorbique jusqu'& une concentration finale de 
0,01 k 25 mg/ml, en particulier de 0,1 a 10 mg/ml. L'oxygfene naturellement 
dissous dans le milieu reactionnel est g6neralement suffisant ; si tel n'etait 
pas le cas, on pourrait en injecter dans le milieu. Afin d'acc616rer la reaction, 
on opere de preference, en presence d'un sel soluble d'un m6tal a plusieurs 
degres d'oxydation, tel que le fer ou le cuivre. Le ou les sel(s) metaUique(s) 
peut(vent) Stre ajoute (s) a une concentration de 1 nM k 100 mM, en particulier 
de 1 a 10 mM. 

Selon un mode de realisation alternatif k celui enonce ci-dessus, on 
remplace l'acide ascorbique par du peroxyde d'hydrogfene qui peut Stre ajoute 
jusqu'& une concentration de 0,1 a 100 mM, en particulier de 0,5 k 10 mM, 
6ventuellement en presence d'un sel metallique. 

Un oligoside prepare en soumettant un polyoside a une reaction de 
depolymSrisation par ORD est constitue d'un ensemble de molecules dont la 
constante dilution moyenne est infer ieure a celle du polyoside dont il derive 
par fragmentation (la comparaison etant bien evidemment mise en oeuvre en 
utilisant une meme colonne de chromatographic). L'oligoside peut etre isole 
selon une technique conventionnelle, par exemple par precipitation k l'aide 
d'un agent precipitant approprie e.g., acetone ou alcool, par filtration sur 
membrane ayant un seuil de separation approprie, par chromatographic 
d 'exclusion-diffusion ou d'6change d'ions. Par la suite, on peut aussi choisir 
de n'utiliBer que certaines fractions de l'oligoside contenant des molecules 
ayant une constante dilution 6gale a, ou aux alentours de la constante 
dilution moyenne. 
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De maniere optionnelle, l'oligoside selon l'invention peut Stre couple par 
liaison covalente a un compose de nature peptidique, proteique ou a un autre 
polymere organique comme par exemple le polyacrylate pour former un 
conjugue capable de favoriser l'immunogenicite de l'oligoside notamment chez 
5 un mammifere. Le partenaire de conjugaison peut Stre notamment une proteine 
bacterienne, par exemple une toxine, l'anatoxine correspondante ou une sous- 
unite d'une toxine multimerique ainsi qu'une proteine de membrane, une sous- 
unite d'une proteine de membrane multimerique ou une proteine cytoplasmique. 
A titre d'exemple, on cite la toxine Pertussis, la toxine cholerique, la toxine 
10 tetanique et la toxine diphterique. Ces proteines peuvent Stre extraites a 

partir des bacteries d'origine ou Men Stre obtenues par voie recombinante. 

Une reaction de couplage, par liaison covalente, d'un oligoside avec un 
partenaire de conjugaison de fa 5 on a obtenir un conjuifue utilisable en tant 

15 que vaccin peut Stre mise en oeuvre de maniere conventionnelle. On peut par 
exemple f aire apparaitre sur l'olitfoside une fonction capable de r6atfir avec un 
ifroupement fonctionnel du partenaire de conjujfaison. On peut element faire 
r§ajfir un agent de couplage bi-fonctionnel avec l'oligoside puis avec un 
partenaire de conjugaison, ou inversement. Pour une revue de ces diverses 

20 methodes de couplage, on se refere en particuKer a W.E. Dick et M. Beurret, 
in Conjuguates Vaccines, J.M. Cruse, R.E. Lewis Jr Eds, Contrib. Microbiol. 
Immunol. Basel, Karger, (1989) 10 : 48. Par ailleurB, le procede de 
fragmentation par oxydo-reduction introduit des groupements reducteurs, 
notamment dans les oligosides derives des polyosides de S. pneumoniae type 

25 6B et 19F, H. influenzae et N. meningitidis groupe A. Ceci permet done 
d'utfliser la technique de conjugaison par amination r6ductrice. 

L'immunogenicite d'un oligoside selon l'invention peut egalement Stre 
favorisee en utilisant des liposomes porteurs auxquels les oligosides sont lies 
30 de maniere covalente. Favorisent egalement 1'immunogenicitS, des vecteurs, qui 
retiennent l'oligoside par incorporation a l'aide de forces ioniques ou 
hydrophobes, tels que par exemple les cyclodextrines, les liposomes et les 
iscoms. 

35 L'invention concerne done un oligoside tel que defini precSdemment presente 
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sous diverses formes, en particulier sous la forme d'un conjugu6, ou coupl6 k 
un liposome porteur, ou incorpor6 dans un vecteur. Selon un aspect pr6f6re 
de la pr6sente invention, l'oligoside est sous forme de conjugud. 

Un oligoside selon l'invention est notamment utile pour renforcer les 
defenses immunitaires d'un individu, chez les mammiferes et notamment chez 
les humains, par exemple pour prSvenir ou attenuer les effets d'une infection 
induite par un agent pathogene e.g., une infection bact6rienne ou une mycose. 
Sont <§galement utiles, les melanges d'oligosides selon Tinvention d6riv6s de 
different 8 polyosides antigeniques, ainsi que les melanges d'un oligoside selon 
l'invention avec des agents actifs autres qu'un oligoside selon l'invention. De 
tels melanges se pretent k la preparation de vaccins polyvalents. 

En consequence, l'invention propose egalement : 

Une composition pharmaceutique qui comprend a titre d 'agent actif au 
moins un oligoside selon l'invention ; la composition est notamment un 
vaccin ; 

L'usage th6rapeutique d'un oligoside selon l'invention ; 

Une mSthode pour renforcer les defenses immunitaires d'un individu 
e.g., de vaccination, qui comprend 1'acte d'administrer, en quantity 
suffisante d'un point de vue therapeutique, au moins un oligoside selon 
l'invention, k un sujet ayant besoin d'un tel traitement e.g., d'une telle 
vaccination ; 

L 'utilisation d'un oligoside selon l'invention comme ingredient actif dans 
la preparation d'une composition pharmaceutique deetinee a renforcer les 
defenses immunitaires d'un individu ; 

Un procede de preparation d'une composition pharmaceutique telle que 
d£finie pr£cedemment, caract6ris6 par le fait que (i) on soumet le polyside 
de depart k une reaction de depolymerisation par oxydo-reduction, que 
(ii), si desire, soit, on couple I'oligoside obtenu avec un partenaire de 
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conjugaison ou un liposome, soit, on l'incorpore dans des liposomes, des 
iscoms ou des cyclo-dextrines et que (iii) Ton met le produit obtenu sous 
une forme pharmaceutique appropriee. 

5 Une composition pbarmaceutique preferee comprend au moins un 

oligoside sous forme de conjugue. 

La composition pharmaceutique selon l'invention peut Stre fabriquee de 
maniere conventionneUe. En particulier on associe un oligoside selon 

10 l'invention avec un diluant ou un support acceptable d'un point de vue 

pharmaceutique, par exemple une solution saline physiologique apyrogene. En 
outre, une composition selon l'invention peut contenir des ingredients usuels 
tel qu'un tampon, un agent conservateur ou stabilisant, un adjuvant et le cas 
echeant, un excipient de lyophilisation. Un oligoside selon l'invention peut etre 

15 conserve en presence d'un diluant, d'un support ou d'un ingredient tel que 
precedemment evoque. De maniere alternative, un diluant, un support ou un 
ingredient peut Stre ajoute juste avant emploi. 

C'eet pourquoi l'invention propose de maniere alternative un kit 
20 contenant : 

a) une composition pharmaceutique essentiellement constitute d'au 
moins un oligoside selon l'invention, a titre d'agent actif ; 

25 b) une composition comprenant au moins un element selectionne par mi 

un diluant ou un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique, un compost ayant un pouvoir tampon, un agent 
conservateur ou stabilisant et un adjuvant ; 

30 c ) des instructions pour 1'adminiBtration concomitants e.g., sous forme 

de melange des compositions decrites sous a) et b). 

Une composition selon l'invention peut Stre administree par n'importe 
quelle voie conventionnelle, en particulier par voie sous-cutanee, par voie 
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intra-musculaire, par voie intra-veineuse, par example sous forme de 
suspension injectable ou par voie orale. L'administration peut avoir lieu en 
dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain delai 
d'intervalle. Le dosage approprie varie en fonction de divers parametres, par 
exemple, de l'individu traite ou du mode d 'administration. On indique toutefois 
que de bons resultats peuvent etre obtenus avec une dose unitaire de 1 a 200 
\xg d'oligoside sous un volume d'environ 0,5 ml. 

L'invention est presentee plus en detail dans les exemples suivants et 
par reference aux Figures 1 a 4. 



La Figure 1 presents les formules des unites repetitives du polyoside 
capsulaire de S. pneumoniae type 14 (a), type 1 (b), de S. typhi (c), de S. 
pneumoniae type 6B (d), d'S. influenzae type B (e), de S. pneumoniae type 19F 
(f), de N. meningitidis groupe A (g), de S. pneumoniae type 18C (h), type 23F 
15 (i) Klebsiella ozaenae serotype Z4 (j), Shigella tlexneri serotype lb (k) et 

Cryptoooccua neoformana souche 98 (1) . On remarque que (a) correspond a un 
polyoside neutre, que (b) et (c) correspondent a des polyosides possedant des 
acides uroniques dans la chaine polyosidique, que (d) a (i) correspondent a 
des polyosides phosphoryles, que (j) et (k) correspondent a des 
20 lipopolysaccharides, respectivement anionique et neutre et que (1) correspond 
a un polyoside fungique anionique. 

Les Figures 2a et 2b represented les profils dilution des polyosides 
non-fragmentes de S. typhi (2a) et de S. pneumoniae type 1 (2b) sur une 

25 colonne de Sepharose 4BCL. Les conditions de chromatographie sont comme 

suit : on applique sur la colonne de Sepharose prealablement equilibree avec 
du NaCl 0,2 M, 2 ml d'une solution de polyoside a 5 mg/ml. L'elution est mise 
en oeuvre avec du NaCl 0,2 M a une vitesse de 42 ml/h. Le profil dilution est 
automatiquement analyse en mesurant la densite optique a 206 nm. En 2a et 

30 2b, le volume mort de la colonne est de 76,56 ml tandis que le volume total est 
de 201,84 ml. 

La Figure 3 represente une gamme-etalon de dextran de 500.000 a 20.000. 
35 Les Figures 4a et 4b represented les profils dilution des 
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oligosides obtenue par fragmentation oxydo-reductive dee polyosides de S. 
typhi (4a) et de S. pneumoniae type 1 (4b) sur une colonne de Sepharose 
4BCL. Lea conditions de chromatographie sont telles que precedemment 
enonceeB dans la description de la Figure 2. 

5 

Exemple 1 : Fragmentation du polyoside Vi de S.typhi en 

presence d'acide ascorbique. 

Une poudre seche du polyoside Vi obtenue selon la methode de 
10 Gotschlich et al, Prog. Immunobiol. Standard. (1972) 5 : 485 est reprise dans 
de l'eau apyrogene a raison de 1 mg/ml. Le poids moleculaire (PM) moyen du 
polyoside correspond a un K» nul sur une colonne de Sepharose 4BCL . 

A 500 ml de cette preparation pre-chauffee a 37 *C, on ajoute lentement, 
15 en continu pendant 2 h, 12,5 ml d'une solution aqueuse contenant 100 mM 

d'acide ascorbique, 10 mM de CuSO, et 10 mM de FeSO, ; soit une concentration 
finale d'acide ascorbique de 0,44 mg/ml. Le pH du milieu reactionnel ainsi 
obtenu est d'environ pH 4. La reaction est poursuivie sous agitation douce 
environ 3 h (temps d'addition du reactif compris) a 37*C. 

20 

Le melange reactionnel est ensuite filtre sur une membrane 
d'ultrafiltration 3K (seufl de coupure : 3 kilodaltons). Le retentat est lave une 
premiere fois avec une solution de NaCl 0,5 M, puis une seconde fois avec de 
l'eau. Le retentat est repris dans environ 100 ml d'eau, puis lyophilise pour 
25 conservation. 

Le taux de clivage est de 1'ordre de 95 % tel que calcule par 
integration des courbes obtenues par filtration sur gel de Sepharose 4BCL 
(Figure 4.a). Par ailleure, on estime le PM moyen de l'oligoside ainsi obtenu 
30 par la methode de Granath k al (supra). Celui-ci, exprime en constants 

dilution moyenne est de 1'ordre de 0,6, soit un PM de GO 000 BqD (en prenant 
pour reference le dextran). 

L'analyse de l'oligoside en spectrometrie EMN (resonance magnetique 
35 nucleaire) indique clairement que la structure de l'unite repetitive 
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caracteristique du polyoside a ete conservee apres fragmentation. En 
particulier, il n'y a paB eu de perte de groupements fonctionnels ramifies ou 
de sucres du squelette polyosidique. 

Les fonctions chimiques caracteristiques de Funite repetitive du 
polyoside Vi sont analysees par dosage colorimetrique. Le groupement O- 
acetyle en position ramifiee est dos6 par la methode de Hestrin, BioL Chem. 
(1949) 188 : 249 tandis que le polyacide de la structure lineaire est dose par 
la m6thode de Stone et al, Clin. J. Microbiol. (1988) 28 : 719. Les dosages sont 
effectuSs en parallele sur du polyoside Vi non-fragmente et sur l'oligoside 
forme. 

Les rapports [0-ac6tyle] / [polyacide] mesures pour le polyoside et 
Foligoside sont identiques. Ceci montre bien que la methode de fragmentation 
du polyoside a permis de coneerver la totalite des groupements 0-ac§tyle 
labiles. 

Exemple 2 : Fragmentation du polyoside Vi de S.typhi en 

presence de peroxyde d'hydrogene (HA). 

Une poudre seche du polyoside Vi obtenu selon la methode de 
Gotschlich et al, (supra) est reprise en tampon phosphate 0,2 M pH 7,5 & 
raiBon de 0,4 mg/mL Le PM du polyoside correspond a un Kd nul sur une 
colonne de Sepharose 4BCL. 

A 100 ml de cette preparation pre-chauff6e k 37 # C, on ajoute lentement, 
sous agitation douce, 11 ml d 9 une solution aqueuse contenant 0,3 mg/ml d'H20 2 
et 1,1 ml d'une solution de CuS04 k 2,6 mg/mL La reaction est poursuivie sous 
agitation douce environ 1 h k 37* C. 

L'experience est renouvelee danB les meme conditions k Texception du 
temps de reaction qui est de 2 heures au lieu d'une. 

Dans les deux cas, chaque oligoside ainsi obtenu est ensuite recueilli et 
purifie tel que deer it dans TExemple 1. 
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De meme, les caractSristiques des oligosides ainsi obtenus sont miaeB 
en evidence selon les methodes citees dans l'Exemple 1. Les resultats sont 
comme suit : 

5 - Dans les deux cas, le taux de clivage du polyoside Vi est de l'ordre 

de 100 %. 

- Le PM moyen des olfeosides formes apres une et deux heures 
correspond respectivement a un K» de l'ordre de 0,7 et 0,8 ; soit 

10 30.000 et 10.000 EqD. 

- Dans les deux cas, on ne constate pas de modification dans la 
structure de l'unit6 repetitive. 

15 Exemnle 3 : Fragmentation du polyoside de N. meningitidis 

groups A 

Une poudre seche du polyoside de N. meningitidis groupe A teUe que 
obtenue par la methods de Gotschlich et al (supra) est reprise en tampon 
20 phosphate 0,2 M pH 7,5 soit a raison de 1 mg/ml, soit a raison de 5 mg/ml. Le 
PM moyen du polyoside correspond a un Kd de 0,15 tel que mesur6 sur une 
colonne de Sepharose 4BCL. 



25 



Les pr6parationa a 1 et 5 mg/ml sont pre-chauffees a 37 *C. 

3a) A 100 ml de la preparation a 1 mtf/ml, on ajoute 0,75 ml d'une 
solution reactionnelle contenant 100 mM d'acide ascorbique, 10 
mM de CuSd et 10 mM de FeSOi. La reaction est poursuivie sous 
agitation 1 h 30 a 37* C. Puis on ajoute a nouveau 0,75 ml de la 
solution reactionnelle ; on obtient ainsi une concentration finale 
d'acide ascorbique de 0,26 mif/ml. La reaction est poursuivie a 
nouveau pendant 1 h 30 dans les mSmes conditions. 

3b) A 100 ml de la preparation a 5 mjf/ml, on ajoute 1,5 ml d'une 
35 solution reactionnelle contenant 100 mM d'acide ascorbique, 



30 
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10 mM de CuSOi et 10 mM de FeSOi ; soit une concentration 
finale d'acide ascorbique de 0,26 mg/ml. La reaction est 
poursuivie sous agitation 1 h 30 a 37 # C. 

Les oligosides obtenus en 3a) et 3b) sont recueillis et purifies tel que 
d6crit dans l'Exemple 1. De meme, les analyses sont mises en oeuvre tel que 
mentionn£ dans l'Exemple 1. Dans les deux cas, on observe un taux de clivage 
de 100 %, sans deterioration de la structure de l'unit6 repetitive comme 
analysee par RMN. Le PM moyen de l'oligoside obtenu en 3a) correspond a un 
Kd de 0,7 (soit 30.000 EqD) tandis que le PM moyen de l'oligoside obtenu en 
3b) correspond k un Kd de Tordre de 0,4 (soit 110,000 EqD). 

L'ensemble de ces resultats indique qu'en faisant varier les conditions 
exp6rimentales (concentration en polyoside et en agent rSactif oxydo-r6ducteur 
ainsi que le mode d'addition de Tag ent reactif et le temps de reaction) on 
peut obtenir des oligosides de PM moyen substantiellement different, tout en 
conservant un taux de clivage de 100%. 

Enfin cet exemple ainsi que l'Exemple 2, montrent bien qu'il s'agit 
d'une fragmentation par oxydo-reduction et non par hydrolyse acide ou 
basique dans la me sure ou cette fragmentation peut etre mise en oeuvre k un 
pH proche de la neutrality. 

Exemple 4 : Fragmentation du polyoside de 5. pneumoniae des 

types 1 et 19F et d'H, influenzae du type B, en milieu 
tamponn£. 

L'Exemple 3 (3a et 3b) est r6p6t6 en utilisant les polyosides de 5. 
pneumoniae types 1 et 19F tels que obtenus selon la m£thode d6crite dans la 
demande de brevet fran9aise FR 2 495 939 publtee le 18 juin 1982 ainsi que le 
polyoside d'H. infuenzae type B obtenu selon la methode de Gotschlich et al 
(supra) ; 
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Lea r6sultats sont comme suit : 



10 
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ND : non determine 

L'analyse de I'oligoside en spectromStrie RMN (r6sonance magnStique 
20 nucl&ure) indique clairement que la structure dee unites r6petitives 
caracteristiques des polyosides a et6 conservee aprfes fragmentation. 

Exemnle 5 : Fragmentation des polyosides N. meningitidis tfroupe 

A et de 5. pneumoniae types 1, 14, 18C, 19F et 23P en 
25 milieu non-tamponn6. 

Les preparations de polyosides ainsi que les reactions sont mises en 
oeuvre comme d6crit dans les Exemples 3 et 4 compte tenu des exceptions 
suivantes : (i) les preparations de polyosides Bont pr6parees k 5 mg/ml en eau 
30 apyrotfene, (ii) la solution reactionnelle est ajout6e une seule fois & une 

concentration finale de 2,5 m*/ml et (iii) la reaction e B t poursuivie seulement 
pendant 1 heure. 

Les oligosides obtenus sont recueillis et purifies tel que decrit dans 
35 l'Exemple 1. Leurs caracteristiques sont 6valu6es 
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ainsi que mentionne dans 1'Exemple 1. Le taux de clivage de chacun des 
polyosides est de 100 % sans qu'il y est deterioration de la structure des 
unites r6p£titives. Ce dernier point a egalement 6t6 mis en evidence par 
dosage colorimetrique : Les hexoses sont doses par la methode de Scott et al t 
Anal. Chem. (1953) 25 : 1650, les hexosamines par la methode de Gatt et al, 
Anal. Biochem. (1965) 15 : 167, le rhamnose par la methode de Dische et al, J. 
Biol. Chem. (1948) 175 : 595 et le phosphate par la methode de Chen et al, 
Anal. Chem. (1956) 28 ; 1756. En ce qui concerne le polyoside de S. pneumoniae 
type 14 et l'oligoside qui en est derive par fragmentation, les rapports 
[hexose]/[hexosamine] sont substantiellement identiques. II en est de meme des 
rapports [rhamnose]/[hexose] et [phosphate]/[hexose] respectivement 
considers dans le cas de S. pneumoniae types 18C et 23F. 

L'analyse par spectrom6trie RMN des oligosides ne met pas en evidence 
de signaux indiquant une heterogeneite dans les unites repetitives et montre 
ainsi que les oligosides sont constitues d'une unite repetitive intacte. 

Enfin, en ce qui concerne le PM moyen des oligosides, les r^sultats 
sont comme suit : 



Souche 


PM moyen du 
polyoside 
(exprime en Ed) < 


PM moyen de 

l'oligoside 
exprime en Kd) 


N.meninjfitidis A 
S.pneumoniae 1 
S.pneumoniae 14 
S.pneumoniae 18( 
S.pneumoniae 191 
S.pneumoniae 231 


0,15 
0,04 
0,01 
; 0,03 
> 0,04 
0,07 


0,66 
0,72 
0,72 
0,75 
0,67 
0,57 
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Exemple 6 : Preparation d'un conjutfue olitfoside Vi de S. typhi / 

sous-unite B de la toxine choterique. 

5 

6a) Introduction d'un troupe NHt sur 1'olitfOBide Vi. 

Un lyophilisat de l'olitfoside Vi tel qu'obtenu dans l'Exemple 1 est 
repris dans un tampon phosphate pH 8 a raison de 10 mtf/ml. A cette 
10 preparation, on ajoute du diaminohexane et du NaCNBBj en solutions ; chacun a 
une concentration finale de 12,5 mtf/ml. La reaction est poursuivie pendant 6 
jours a temperature ambiante. La preparation est ensuite dialysee contre de 
I'eau et lyophilisee. 

15 par dosatfe selon la methode de Shnyder et al, Anal. Biochem. (1975) 64 

: 284, on contr81e que des groupes NH, ont bien ete introduits. De mSme, par 
dosage selon Hestrin, on montre que les groupeB O-acetyles sont toujours 
conserves. 

20 6b) Introduction d'une fonction reactive. 

Le lyophilisat obtenu en 6a) est repris en solution a raison de 40 
mtf/ml. A 20 ml de cette preparation, on ajoute 80 ml d'une solution a 40 mtf/ 
ml de disuccinimidyl suberate (DSS) en dimethylsulfoxyde (DMSO). La reaction 
25 est poursuivie pendant une heure a temperature ambiante. La preparation est 
ensuite precipitee dans un melantfe de DMSO/dioxane. 

6c) Conjutfaison. 

30 Le precipitat obtenu en 6b) est repris dans une solution de NaCl 0,5 M 

a raison de 40 mtf/ml. En parallele, on prepare une solution de sous-unite B 
de la toxine cholerique (Tayot et al, Eur. J. Biochem. (1981) 113 : 249) en 
tampon phosphate 0,2 M pH 6,5 a raison de 10 mtf/ml. 

35 Lea deux solutions ainsi preparees sont melantfees 
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ensemble. Le rapport pond6ral oligoside/proteine est de 1 environ. La reaction 
est poursuivie a temperature ambiante pendant 15 heures. 

5 6d) Purification. 

Le melange est ensuite filtr§ sur une minicassette d 'ultrafiltration 
(Millipore) equipee d'une membrane dont le seuil de separation est de 5.10* 
daltons, afin d'eliminer la prot6ine et l'oligoside non-coupl6. Le retentat est 
10 lav6 en NaCl 0,3 M puis conserve k raison de 200 |jg/ml en NaCl 8/1.000, 
merthiolate 1/10.000, k 4'C, apres filtration sterile. 

Exemple 7 : Preparation de conjugu6s oligoside/anatoxine 

tetanique. 

On conjugue les oligosides tels qu'obtenus k partir des polyosides de 
S. pneumoniae types 14 et 23F dans l'Exemple 5, ainsi que l'oligoside obtenu k 
partir du polyoside Vi de S.typhi dans l'Exemple 1, en operant de manifere 
analogue au protocole reports dans l'Exemple 6 et en remplagant la sous-unite 
20 B de la toxine cholerique par 1'anatoxine tetanique prepar£e selon la mSthode 
de Mueller et Miller, J. Bact. (1954) 67 : G71. 

Les conjugues obtenus k partir d'oligosides de 5* pneumoniae sont 
conserves k 250 |ig/ml. 

25 

Exemple 8 : Mise en evidence du pouvoir immunog&ne des 

conjugu£s. 

Des souris OF1 (Iffa Credo) sont reparties par lot de 8. Chaque souris 
30 d'un lot regoit 0,5 ml d'une des solutions pr6par£es aux Exemples 6 et 7 ou en 
parallele, 0,5ml des polyosides natifs correspondents. Les injections 
s'eff ectuent par voie sous-cutanee. Ces injections sont rep£t6es 14 jours 
apr&s. En parall&le, un lot temoin resoit uniquement de l'eau physiologique. 

14 et 28 jours aprfes la premiere injection, on effectue un prelevement 
35 sanguin et on titre les anticorps IgG anti-polyoside par dosage Elisa 
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(les plaques de titrage sont recouvertes de polyoaide non-fraifmente). Le taux 
d'anticorps a 14 et 28 jours montre que les conjures sont immunotfenes. Dans 
chacun des cas, le taux d'anticorps est superieur a celui induit par le 
polyoside natif correspondent. De plus on observe un effet rebond 
5 caracteristique d'un antitfene T-dependant. 



conjutfues a titre d'atfents actifs. 

10 lqb conjutfues olitfosides Vi de S.typhi/anatoxine tetanique obtenus 

selon l'Exemple 7 sont formules dans une dose vaccinale de 0,5 ml destines 
§tre injectee chez l'homme par voie sous-cutanee. La composition par dose 
etant : 

15 - Olitfosides Vi de S.typhi conjutfues 10 



Exemnle 9 : 



Composition pharmaceutique vaccinale comprenant des 



- Tampon phosphate a pH 7 



475 »g (en ionsPCU) 



- Merthiolate 



- NaCl 



4250 |itf 
0,05 »ig 



- Bau p.p.i. 



qsp 0,5 ml 



20 
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Revendications 

1. Un oligoside ayant conserve au moms un determinant antigenique d'un 
polyoside antigenique issu d'un agent pathogene, caract6ris6 en ce qu'il 
est prepare par un proc6d6 comprenant les stapes consistant k (i) 
eoumettre ledit polyoside a une reaction de d6polym6risation par oxydo- 
rSduction, (ii) r6colter l'oligoside ainsi obtenu et, si desire, (iii) le 
coupler k un partenaire de conjugaison ou It un porteur pour obtenir 
ledit oligoside sous la forme d'un conjugue ou lie k un porteur. 

2. Un oligoside selon la revendication 1, ayant une constante dilution 
moyenne telle que mesuree sur une colonne S6pharose 4BC1 de 0,2 k 1. 

3. Un oligoside selon la revendication 2, ayant une constante dilution 
moyenne telle que mesuree sur une colonne Sepharose 4BC1 de 0,4 a 0,8. 

4. Un oligoside selon la revendication 3, ayant une constante dilution 
moyenne telle que mesuree sur une colonne Sepharose 4BC1 de 0,6 a 0,7. 

5. Un oligoside selon l'une quelconque des revendications 16 4, caractSrisS 
en ce que le polyoside antigenique issu d'un agent pathogene est un 
polyoside capsulaire issu d'une bacterie pathogene. 

6. Un oligoside selon la revendication 5, caract6rise en ce que la bacterie 
pathogene est selectionnde par mi les genres Staphylococcus, 
Streptococcus, Klebsiella, Salmonella, Escherichia, Neisseria et Haemophilus. 

7. Un oligoside selon la revendication 6, caracterise en ce que la bacterie 
pathogene est selectionnee parmi S. typhi, 5. pneumoniae, N. meningitidis 
et H* influenzae. 

8. Un oligoside selon l'une quelconque des revendications 16 7 caracteris<S 
en ce qu'il se presente sous la forme d'un conjugue. 
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9. Un oligoside selon la revendication 8, caracterise en ce que le partenaire 
de conjugaison est selection^ parmi un peptide, une proline et un 
polymfere organique. 

5 10. Un oligoside selon la revendication 9, caracterise en ce que le partenaire 
de conjugaison est selection^ parmi une toxine Pertussis, une toxine 
choterique, une toxine tetanique et une toxine diphtSrique. 

11. Un oligoside selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise 
10 en ce qu'il est incorpor6 dans un vecteur capable de favoriser 

I'immunogenicite chez un mammif6re . 

12. Un oligoside selon l'une quelconque des revendications 1 & 7, caracterise 
en ce qu'il est incorpor6 dans des liposomes. 

15 

13. Un procede de preparation d'un oligoside ayant conserve au moins un 
determinant antigenique d'un polyoside antigenique issu d f un agent 
pathogene, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a (i) 
soumettre ledit polyoside antigenique a une reaction de depolym6risation 

20 par oxydo-reduction, (ii) r^colter l'oligoside ainsi obtenu et, si desire, 

(iii) le coupler a un partenaire de conjugaison ou & un porteur pour 
obtenir ledit oligoside sous la forme d'un conjugu6 ou Ii6 a un porteur. 

14. Un procede de preparation selon la revendication 13, caracterise en ce 
25 que la reaction de depolymerisation par oxydo-r6duction se fait en 

presence d'un agent oxydo-reducteur qui est 1'acide ascorbique ou le 
peroxyde d'hydrogene. 

15. Un procede de preparation selon la revendication 14, caracterise en ce 
30 que la reaction de depolymerisation par oxydo-r6duction se fait en 

presence d'un agent oxydo-reducteur qui est 1'acide ascorbique ou le 
peroxyde d'hydrogene et en presence d'un sel de fer ou de cuivre. 

16. Une composition pharmaceutique qui comprend a titre d'agent actif au 
35 moins un oligoside selon 1'une quelconque des revendications 1 k 12. 
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17* Une composition selon la revendication 16, caracterisSe en ce qu'elle 
constitue une composition vaccinale. 

18. Utilisation d f un oligoside tel que d6fini danB Tune quelconque des 

revendications 1 a 12 comme ingredient actif dans la preparation d'une 
composition pharmaceutique destin6e a renforcer lea defenses immunitaires 
d'un individu, et en particulier a realiser une vaccination. 
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